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^= Aminosaureseq uenz 



Merpaagbidakkcdhlsrgbegtgdletspv 
gsljmiipfaavdiqdix:glpdvpqgn\^qgnpkrskenrgdrndhvkkrk 

KAKimYQPNYPliSTPITNKKITAOIKVLQNSII*RQDNRIjTKAMVGDGSFH 

™^ ITLLVMQLIJIKDBVNIGTDALLELKPPVEEILEGKHLTLPPHGIGTFQGQ 

VGFVKLADGDHVSAZiliEIAETAXRTFOBKGIIAGESRTFKPHLTFHKLSK 

AFMLWKKGVRKIEPGLYEQFIDHRFGEBZLYQIOLCSMUCiaCQSNGrra 
ESSIVIGEKDRKBPEDAELVRLSKRI.VENAVIJCA.VQQVi;iSBTONKKQPGE 
^^^m GNSVKAEE6DRNGDGS0NNRK 

^= N ukleotidsequenz 

AT66agCGCCCCGCC6C66GAGAAATA6AT6CCAATAAGTGTGA 

TCATTTATCAAGAGGAGAGGAAGGGAC6GGGGACCTGGAQACCAGCCCTG 

TAGGTTCrCTGGCAGACCTGCCGTTTGCTGCCGTAGACATTCAAGAT^ 

TGTGGACTCCCTQATGTACCTCAAGGAAATGTACCTCAAGGAAACCCAAA 

GAGAAGCAAAGAAAATAGAGGCGACAGGAATGATCACGTGAAGAAGAGGA 

AGAACGCCAAGAAAQArrATCAACCCAACTATTTCCrGTCCATTCCAATC 

ACCAAOWAAAGATTACAGCrGGAATTAAAGTCTTOCAAAATTCGATACT 



0^ 



O 



ACATCACCTTGCTAGTGATGCAGCIATTAAACGAAGATGAAGTAAACATA 
GOTACCGAOOCOCTTTTCGAACTGAAGCCaiTCGTTOAGGAGATCCTTGA 
GGGGAAGCATCTGACTTTGOCCTTCCACGOaATTGGCACTTTCCAAGGTC 



QAGATAGCAGAGACTGCAAAAAGGACATTTCAGGAAAAAGGCATCCTGGC 
TGGACSAAAGCAQAACTTTTAAGCCTCACCTGACCTTTATGAAGCTOT^^ 
AAGCACCAATGCTCTGGAAGAAGGGAGTGAGAAAAATAGAGCCTGGATTG 
TATGAGCAATrTATCGACCACAGATTTGGAGAAGAAATACTGTACCAAAT 
AGATCTCTGCTCCATGCTGAAGAAAAAACAGAGCJ^ATGGTrATTACCACT 
GCGAGTCTTCGATCXSTGATCGGTGAGAAGGACCGAAAGGAGCCTGAGGAT 
GCTGAACTGGTCAGGCTCAGTAAGAGGCTGQTGGAGAACGCCGTGCTCaU^ 
GGCnxm:CAGCAGTACCTAGAAGAGACACAGAACAAAAAGCACX:CaO^^ 
AGGGGAACTCCGTCAAAGCTGAC6AGG6AGATCGGAATGGGGATGGCAGT 
GATAACAACCGGAAGTGA 



A. .. AMINO ACID SEQUENCE 

B. .. NUCLEOTIDE SEQUENCE 



(57) Abstract: The invention relates to a nucleic acid sequence coding 
for a protein kinase A anchor protein, to the use of said nucleic acid se- 
quence in a fusion protein, to a method for determining the interaction 
of the protein kinase A anchor protein with regulatory sub-units of the 
protein kinase A, and to a method for identifying cell-permeable sub- 
stances- 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifift eine fur ein Protein- 
kinase A-Ankerprotein kodierende Nukleinsauresequenz, eine Verwen- 
dung dieser Nukleinsauresequenz in einem Fusionsproteinjmd_e^ 
fahren zur Bestimmung der Wechselwirkung des Proteinkinase A-An- 
kerproteins n:iit regulator! schen Untereinheiten der Proteinkinase A so- 
wie ein Verfahren zur Identifikation zellpermeabler Substanzen. 
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AKAP18 DELTA, EXME NEUE SPLEISSVARIANTE EINES PROTEINKINASE A-ANKERPROTEINS UND 
VERWENDUNG DIESER 



Beschreibting 

Die Erfindung betrifft eine fur ein*^ Proteinkinase 
A-Ankerprotein kodierende Nukleinsauresequenz, eine 
Verwendung dieser Nukleinsauresequenz in einem 
Fusionsprotein xind ein Verfahren zur Bestimmiing der 
Wechselwirkiing des Proteinkinase A-Ankerproteins mit 
regulatorischen Untereinheiten der Proteinkinase A sowie 
ein Verfahren zur Identif ikation zellpermeabler Substeuizen. 

Die biologische Wirkung von Hormonen und Neurotransmittem 
wird uber die Aktivierung von Signalkaskaden, welche den 
Phosphoryl ierungsstatus von Ef f ektorproteinen verandern , 
vermittelt . An diesem reversiblen Prozess sind zwei Klassen 
von Enzymen beteiligt : Proteinkinasen und Phosphoprotein- 
phosphatasen. Di-e Phosphorylierung erfolgt durch Kinasen, 
welche die Ubertragung der endstandigen Phosphatgruppe von 
ATP auf spezifische Serin- oder Threoninreste katalysieren, 
die Dephosphorylierung wird durch Phosphoprotein- 
phosphatasen vermittelt. Ein Mechanismus zur Kontrolle xind 
Regulation dieser Enzymaktivitaten ist die Kompartimen- 
tierxing dieser Enzyme durch die Assoziation mit Anker- 
proteinen, die in der Nahe ihrer Substrate lokalisiert 
sind. Die Proteinkinase A (PKA) ist eine der multi- 
funktionellen Kinasen mit einer breiten Substratspezif itat , 
welche durch die so genannten protein kinase A anchoring 
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proteins (AKAPs) an subzellularen Strukturen verankert 
wird. 

Bei vielen wichtigen zelluiaren Prozessen wie Kontraktion, 
Sekretion, Stof fwechsel, Gent ranskript ion, ZellwachstTim iind 
-teilung erfolgt die Weiterleitimg extrazellulSrer Signale 
{U3er G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, das G- Protein 6s, 
Aktiviezmng einer Adenylzyklase iind Bildung des 
second-messenger zyklischen Adenosinmonophosphats (cAMP) . 
Die Effekte von cAMP werden durch die cAMP-cJDh^gige PKA 
vermittelt - 

Die Untereinheiten der PKA werden beim Menschen von sieben 
verschiedenen Genen, welche auf unterschiedlichen Chromo- 
somen lokalisiert sind, kodiert. Drei Gene kodieren fur die 
Isoformen der katalytischen Untereinheit Ca, Cp und Cy iind 
vier Gene fur die Isoformen der regulatorischen Unter- 
einheit RIa, Rip, Rlla und RIip. 

Die regulatorischen Untereinheiten zeigen ein unterschied- 
liches Expressionsmuster . Wahrend RIa xind Rlla ubicjuitar 
in den Geweben vorkommen, ist die regulatorische Unter- 
einheit Rip in erster Linie im Gehim zu finden. 

pie Assoziation der RII -Untereinheiten mit intrazellul&ren 
Kompartimenten wird durch AKAPs vermittelt- Bei den Anker- 
proteinen handelt es sich urn eine Gruppe funktionell ver- 
wandter Molekule, die durch die Interaktion mit Typ I bzw. 
Typ II der regulatorischen Untereinheiten (RI bzw. RII) des 
PKA-Holoenzyms charakterisiert sind. Die ersten Anker- 
proteine warden bei der af fini tat schromat ogr aphis chen 
Reinigung der R-Untereinheiten uber cAMP-Sepharose iso- 
liert. Diese assoziierten Proteine zeigten auch nach Trans- 
fer auf eine Nitrozellulosemembran eine RII-Bindung. Auf 
dieser Beobachtung beruht auch die bisherige Methode 
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(Rll-overlay) zur Detektion von AKAPs • Es handelt sich 
hierbei \jm elnen modif izierten Western Blot, bei dem statt 
eines prim&ren Antikorpers radioaktiv marklerte Rll-Oriter- 
einheiten als Sonde eingesetzt warden. 

Zur funktionellen Bedeutxing der RI-AKAP-Interaktion ist 
noch wenig bekannt. Auch wenn RIa hauptScLchlich zyto- 
sollsch lokalislert 1st, zeigen verschiedene Studien eine 
Verankerxing in vivo. Dabei scheint die dynamische Ver- 
ankerung der Rla-Untereinheiten im Gegensatz zur 
statischen Verankerung der Rll-Untereinheiten von ent- 
scheidender Bedeutung fur die Zelle zu sein. So wurde die 
Assoziation der RI~Untereinheiten mit der Plasmamembran von 
Erythrozyten und aktivierten T-Lymphozyten beschrieben. Bei 
der cAMP-vermittelten Inhibition der T-Zell-Prolif eration 
durch die PKA Typ I konnte die Lokalisation des Enzyms 
moglicherweise auch durch AKAPs vermittelt werden. In 
knocJcout-Mausen, die im Skelettmuskelgewebe keine regula- 
torischen Untereinheiten Typ II exprimieren, binden die 
RIa-Untereinheiten an ein mit Kalziumkanalen assoziiertes 
AKAP und erhalten so die normale, cAMP-abhangige Kanal- 
leitfahigkeit durch die korrekte Verfugbarkeit der 
katalytischen Untereinheiten der PKA. 

In vivo konnte weiterhin gezeigt werden, dass die kata- 
lytischen Untereinheiten in der Zelle bevorzugt mit den 
RII -Untereinheiten assoziieren und Typ I-PKA-Holoenzym 
gebildet wird, wenn die Menge der freien katalytischen 
Untereinheiten die Menge der freien RII -Untereinheiten 
ubersteigt . 

Die Spezifitat in der PKA-Verankertmg wird durch die 
targeting- Domane erreicht, ein Strukturmotiv, das im Gegen- 
satz zu der anciioring- DomSne weder in der Sequenz noch in 
der Struktur der AKAPs konserviert ist. So werden AKAPs 
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durch Protein- Protein- Interaktionen an strukturelle Elemen- 
te in der Zelle xind durch Protein- Lipid- Interaktionen an 
Membranen verankert. 

In der Literatur sind verschiedene AKAPs beschrieben, die 
mit unterschiedlichen zellularen Kompartimenten assozi- 
ieren, so zum Bei spiel mit den Zentrosomen, den 
Mitochondrien, dem endoplasmatischen Retikulvim und dem 
Golgi-Apparat , der Plasma- und Kemmembran und mit 
Vesikeln. 

Die genauen Mechanismen. der Verankerxing sind bisher nur fur 
einige AKAPs bekannt. So wird das herzmuskelspezif ische 
Ankerprotein mAKAP durch eine Region mit drei spektrin- 
artigen Wiederholungssequenzen an der perinuklearen Membran 
der Kardiomyozyten verankert. Zwei Isoformen der AKAP15/18 
werden durch Lipidmodif ikationen (Myristoylierting und 
Palmitoylierung) an der Plasmamembran verankert, Drei poly- 
basische Regionen in der targe ting-Dom^e des AKAP79 sind 
an der Lokalisation des Proteins an der inneren post- 
synaptischen Membran (PSD, postsynaptic density) beteiligt. 

Die AKAPs wurden zuerst durch die Interaktion mit der PKA 
charsdcterisiert Einige dieser Proteine konnen jedoch auch 
andere an der Signaltrajisduktion beteiligte Enzyme binden. 
Durch die gleichzeitige Verankerung von Enzymen, die gegen- 
satzliche Reaktionen katalysieren, wie zum Beispiel Kinasen 
und Phosphatasen, konnen diese, auch als scaffolding 
(gerustbildende) Proteine bezeichneten AKAPs ganze Signal - 
komplexe in der N^he bestimmter Substrate lokalisieren und 
so zur Spezifitat und Regulation der zellularen Antwort auf 
extrazellulare Signale beitragen. AKAP79 war das erste 
AKAP, fur das die Interaktion mit mehreren Enzymen 
nachgewiesen werden konnte. Dieses Protein bindet die 
Proteinkinase A; die Proteinkinase C xind die Protein- 
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phosphatase Calcineurin (PP2B) , wobei jedes Enzym in 
gebundenem Zustand inhibiert ist. Da unterschiedliche 
Signale ftir die Aktiviening jedes einzelnen Enzyms 
notwendig sind, konnen an dieser Stelle verschiedene second 
messenger wie cAMP, Kalzium und Phospholipide zusaimnen- 
treffen. Weitere Beispiele sind das AKAP220, welches die 
PKA xind die Proteinphosphatase PPl an den Peroxisomen 
lokalisiert und das AKAP Yotiao, das neben der PKA eben- 
falls die Proteinphosphatase PPl bindet. Das AKAP CG-NAP 
bindet nicht nur die PKA und die Proteinphosphatase PPl, 
sondern auch noch die Rho-abhangige Kinase PKN (NGF (nerve 
growth factor) -aktivierte Proteinkinase) und die Protein- 
phosphatase PP2A. 

Im Stand der Technik ist ein AKAP ISy bekannt, was in 
verschiedenen Geweben wie in Wasserkanalen oder im Herzen 
entweder nicht exprimiert vorliegt oder aber keine Funktion 
wahrniromt . Mit den bekannten AKAPs ist es auch noch nicht 
gelungen die Interaktion, beispielsweise mit PKA, zu 
visualisieren. Es ist lediglich durch Ptiblikationen wie z. 
B. Klussmann et al . (1999) bekcinnt, dass auf Grund von 
gewissen Ergebnissen von einer Wechselwirkung ausgegangen 
werden muss, ohne dass diese selbst analysiert werden 
konnte . 

Auch andere Proteine konnen mit AKAPs assoziieren, so bin- 
det Ezrin, ein Mitglied der zytoskelett-assoziierten 
ERM-Familie Ezrin, Radixin und Moesin, das als AKAP identi- 
fiziert wurde, an ein Protein (EBP50/NHERF) , welches an der 
Regulation des Natrium- Protonen-Transportes in der apikalen 
Membran von Epithelzellen beteiligt ist. AKAPs vermitteln 
die Modulation der Leitf ahigkeit der lonenkanale durch die 
Lokalisation der Proteinkinasen und -phosphatasen in der 
Nahe bestimmter Kanaluntereinheiten, die wahrscheinlich 
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durch Phosphoryliening und Dephosphorylieming reguliert 
werden. 

Die Aktivitat des NMDA-Jlezeptors wird durch das AKAP 
Yotlao, welches auch die Protelnphosphatase PPl blndet, 
modullert. Die In gebundenem Zustand aktlve Phosphatase 
llmltlert die kanalleltf ahlgkelt: des NMDA-Rezeptors, bis 
die PKA durch cAMP aktlviert wlrd und den lonenkanal oder 
eln assozllertes Protein phosphoryllert , wodurch die Lelt- 
fahlgkelt raplde anstelgt. Es konnte welterhln gezelgt 
werden, dass myrlstoylierte Ht31-Peptlde, die die Inter- 
aktlon zwlschen PKA und AKAP inhlbieren, die cAMP-abhanglge 
Inhibition der Interleukin 2-Transkription in 
Jurkat-T-Zellen aufheben und dass S-Ht31- Peptide die 
Spermienmotllitat einschranken. 

Auch bei den wichtigen komplexen biologischen Prozessen, 
wle die durch das Hormon GLP-1 (g-lucagron-IlJce peptide) - 
vermittelte Insullnsekretlon In den p-Zellen des Pankreas 
und In RINmSF-Zellen (klonale P-Zellllnle der Ratte) slnd 
AKAPs betelllgt. Die Aktlvler\ing der PKA durch GLP-1 fuhrt 
zur Phosphorylierxing von L-Typ-Kalzluxnkandlen und 
begfinstlgt die Exozytose von Insulin aus sekretorischen 
Granula, Die Ht31-Pept Id- vermittelte Inhibition der 
PKA-Verankerung fuhrte zu elner deutllchen Verrlngerxang der 
Insullnsekretlon, Dabei wurden weder die cAMP-Bildung noch 
die Aktivitat der katalytischen Unterelnheiten' der PKA 
durch die Peptide beelnf lusst . Welterhln konnte nach 
Expression des wildtypischen AKAPlSa in RINmSF-Zellen im 
Vergleich zu Kontrollzellen, welche AKAPlSa nicht 
exprimierten, eine Erhohung der Insullnsektretion nach 
GLP-1 -Applikation nachgewiesen werden. 

Blsher wurde der Nachwels, dass es slch bei elnem neuen 
Protein um eln AKAP handelt, durch Koprazipitation er- 
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bracht. Dazu wiirde ein Antikorper gegen das Kandidaten- 
protein hergestellt, \im es aus Zellen. oder Gewebe, in denen 
es exprimlert wird, immunzuprazipltieren. AnschlleSend 
wurde das Vorhandensein von regulatorischen imd/oder ka- 
talytischen PKA-Untereinheiten im PrAzipitat mittels 
Western Blot imtersucht* Die Anwesenheit der PKA-Unter- 
einheiten im Prazipitat spricht dafur, dass das kandidaten- 
protein in vivo als AKAP fungiert. Der Nacbweis kann auch 
ximgekehrt erbracht werden, indem die PKA-Untereinheiten 
iiranunprazipitiert werden imd anschlieSend das AKAP im 
Prazipitat nachgewiesen wird. 

Dieser experimentelle Ansatz erlaxibt aber keinen Ruck- 
schluss auf die intrazellulare Lokalisation oder auf die in 
vivo-Situation eines AKAP-PKA-Komplexes • Es ist aufierdem 
nicht moglich, die zeitliche iind raumliche Auflosung von 
Interaktionen zu analysieren. Weiterhin ist es derzeit mit 
den bekannten Verfahren nicht mdglich, spezifische 
AKAP- Inhibit oren oder -Aktivatoren zu identif izieren. 

Aufgabe der Erfindung ist es daher, neue Nukleinsaure- 
sequenzen, die fur Strukturen kodieren, zur Verfigung zu 
stellen, die in Verfahren eingesetzt werden konnen, in 
denen die Interaktion zwischen AKAP und PKA in vivo 
detektiert wird, wobei die Ruckschlusse auf die zellulare 
Lokalisation dieser Interaktion erhalten werden konnen \ind 
die weiterhin in Verfahren eingesetzt werden konnen, mit 
denen membranpermeable Substauazen, insbesondere Peptide, 
detektierbar sind . 

Die vorliegende Erfindung lost dieses technische Problem 
durch die Bereitstellung einer isolierten Nukleinsaure- 
sequenz ausgewahlt aus der Gruppe umfassend: 
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a) ein Nukleinsauremolekul lomfassend eine Nukleotid- 
sequenz ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID 
Nr. 1 Oder deren komplementaren Nukleotidseguexizen, 

b) ein Nukleinsauremolekiil, welches mit einer Nukleotid- 
sequenz gemal^ a) unter stringenten Bedingxingen hybri- 
disiert , 

c) ein Nukleinsauremolekul umfassend eine Nxikleotid- 
sequenz, die eine ausreichende Homologie aufweist, urn 
zu einer Nukleotidsequenz gemSS a) oder b) ftmktions- 

. analog zu sein, 

d) ein Nxikleinsauremolekul, das in Folge des genetisches 
Codes zu einer Nukleotidsequenz gemaS a) - c) dege- 
neriert ist und 

e) ein Nukleinsauremolekul gemaS einer Nukleotidsequenz 
nach a) - d) , welches durch Deletionen, Additionen, 
Substitutionen, Trans 1 oka tionen, Inversionen xind/oder 
Insertionen modifiziert und f unktionsanalog zu einer 
Nukleotidsec[uenz gemaS a) bis d) ist. 

Die Bedingungen der Hybridisierung sind hierbei so gewShit, 
dass eine Hybridisierung mit bekannten 

Nuckleinsauremolekulen, insbesondere solchen, die fur 
bekannte SpleiSvarianten codieren, ausgeschlossen sind. 

Es war uberraschend, dass die erf indungsgemaSen Nuklein- 
sauresequenzen eingesetzt werden konnen, um die Interaktion 
von AKAP und PKA Untereinheiten in vivo zu detektieren, 
wobei ein AKAP- PKA- Komplex einem zellularen Kompartiment 
zugeordnet werden kann, wobei sich der Begriff AKAP in 
diesem Zusammenhang auf die neue Spleifivariante bezieht . 

Im Sinne der Erfindving heiSt, um zu den genannten 
Nukleins&uresequenzen bzw. den mit diesen Nukleinsaure- 
sequenzen hybrid! sierenden Sequenzen f unktionsanalog zu 
sein, dass die kodierten homologen Stmikturen bei der 
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Interaktion mit PKA-Untereinheiten Merkmale aufweisen, die 
Ruckschlusse auf die in vivo Situation vind die zellul^re 
Lokalisation zulassen sowie auf die Identif izieriing 
spezif ischer . AKAP-Inhibitoren. Funktionsanalog heiSt 
insbesondere, dass die kodierten Molekiile ein analoges 
Verhalten zu der neuen SpleiSvariante AKAP 18 5 zeigen. 

Mit dieser. neuen SpleiSvariante. lassen sich Aufgaben Idsen, 
die beispielsweise mit der bekannten Sple invariant e AKAPlSy 
nicht zu Idsen waren* Die Unterschiede zwischen dem 
bekannten AKAPlSy und dem erf indungsgemaSen AKAP185 
betragen auf der Nukleinsaureebene ca* 20%. 

Die Proteinkinase A-Ankerproteine AKAPy und das 
erf indtingsgemafie AKT^ISS sind verschiedene SpleiSvarianten 
des AKAPIB-Gens. AKAPISS enthait im Vergleich zu AKAPlSy 27 
zusatzliche Aminos3.uren am N-Terminus, die durch ein Exon 
kodiert werden. AKAPlSS besteht aus 353 und AKAPlSy aus 226 
Aminosauren. Im uberlappenden Seguenzbereich besteht eine 
75 %ige IdentitS.t zwischen den beiden Proteinen. 

Diese Unterschiede fuhren zu deutlichen Unterschiede in der 
Funktion zwischen dem bekannten urid dem neuen Molekul . So 
ist z. B. AKAP5 im Gegensatz zu AKT^PlSy so an 
wasserkanalhaltigen Vesikeln positioniert , dass es eine 
essentielle Funktion wahrnehmen kann. Weiterhin ist AKAPS 
an den Ca^*-Kanaien im Herzen lokalisiert und nimmt dort 
wichtige Funktionen wahr, wohirigegen AKAPlSy im Herzen 
Ciberhaupt nicht exprimiert wird, Demgemas bestehen 
deutliche Unterschiede zwischen der bekannten uxid der 
anmeldungsgemd.fien neuen SpleiSvariante von AKAPIS. Die neue 
SpleiSvariante f uhrt zu neuen und uberraschenden 
Ergebnissen. So kann beispielsweise mit AKAP1S5 die 
Interaktion mit PKA besonders gut und ef f ektiv visualisiert 
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werden* Auch wenn es zwischen dem bekaimten AKAPlSy und dem 
erf indungsgemaiSen AKAP185 strukturelle Ahnlichkeiten gibt, 
sind die neuen Molekule als Mlttel zur erf IndiingsgemSiSen 
Losung besser geelgnet als die bekannten. Ein Fachmann 
hatte weder auf Grund des allgemeinen Fachwissens oder auf 
Gr\md einer bestiimnten Offenbarung annehmen kdnnein, dass 
die bestehenden striikturellen Unterschiede dieser beiden 
Molekule so gering sind, dass sie keinen wesentlichen 
Einfluss auf die Eigenschaf ten haben, die fQr die Losung 
der technischen Aufgabe von Bedeutung sind, und deshalb 
vernachlassigt warden konnen. Es ist aber vielmehr so, dass 
zwischen AKAP185 und AKAPlSy neben den Gemeinsamkeiten 
deutliche strukturelle, wie auch funktionelle Unterschiede 
bestehen, Diese zeigen sich beispielsweise darin, dass 
7^KAP186 in bestimmten Regionen des Korpers, wie z. B. in 
den Ca^*-Kanalen des Herzens exprimiert wird, wohingegen 
die bekannte Verbindung hier nicht exprimiert vorliegt. 

In einer weiteren vorteilhaf ten Ausfuhrungsf orm der Erfin- 
dung weist das Nukleinsauremolekul mindestens 80 %, 
bevorzugt 90 % Homologie zu dem erf indungsgemafien 
Nukleinsauremolekill auf . 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erf indung 
ist das Nukleinsauremolekul eine genomische DNA und/oder 
eine RNA; besonders bevorzugt ist das Nukleinsauremolekiil 
eine cDNA. 

Die Erf indung betrifft auch einen Vektor, der mindestens 
ein erf indungsgemaSes Nukleinsauremolekul xamfasst. Weiter- 
hin betrifft die Erf indung auch eine Wirtszelle, die den 
Vektor umfasst. Die Erf indung betrifft ganz besonders 
bevorzugt auch ein Polypeptide was durch ein erf indungs- 
gemaSes Nukleinsauremolekiil kodiert wird. Ein solches 
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Polypeptid ist bevorzugt eine neue SpleilSvariante des 
AKAP18 (AKAP185) . 

Die Erfindung betrifft auch das Polypeptid bzw. Protein, 
das durch das erfindungsgemcLfie Nukleinsauremolekul kodiert 
wird. 

Die Erfindung betrifft auch ein Erkenniingsmolekul , das 
gegen das Nukleinsauremolekul, den Vektor, die Wirtszelle 
und/oder das Polypeptid gerichtet ist . Erkennungssubstanzen 
im Sinne der Erfindung sind Molek^ile, die mit den genannten 
Strukturen wie Nukleinsauremolekulen oder -seguenzen, 
Vektoren, Wirtszellen und/oder Polypeptiden bzw. der en 
Fragment en wechselwirken konnen; insbesondere so wechsel- 
wirken, dass eine Detektion dieser Strukturen moglich ist. 
Die Erkennungssxibstanzen konnen insbesondere spezifische 
Nukleinsauren sein, die an die genannten Nukleinsaure- 
molekule oder Polypeptide binden, wie z. B. 
Antisense-Konstrukte, cDNA oder mRNA-Molekiile bzw. deren 
Fragmente, aber auch Antikorper, Fluoreszenzmarker, mar- 
kierte Kohlenhydrate oder Lipide. Es ist selbstverst&ndlich 
auch mSglich, dass die Erkennxingssubstanzen nicht Proteine 
Oder Nukleinsauren bzw. Antik5rper sind, sondeni gegen 
diese gerichtete Antikorper. Die Erkennungssubstanzen 
konnen in solch einem Fall insbesondere sekundare 
Antikorper sein. 

In einer besonderen Ausfuhrungsf orm der Erfindung ist das 
Erkennungsmolekul ein Antikorper, ein Antikorper fragment 
und/oder ein Antisensekonstrukt , insbesondere ein 
RNA- Interf erenzmolekul . 

Die Antikorper im Sinne der Erfindung binden die erfin- 
dungsgemaSen Polypeptide, insbesondere AKAP185, spezifisch- 
Die Antikdrper konnen auch modifizierte Antikorper sein 



wo 2004/022591 




PCT/EP2003/009892 



12 



(z. B. ollgomere, reduzierte, oxidierte xind markierte Anti- 
korper) . Der in der vorliegenden Beschreibung verwendete 
Begrif f Antikorper vunfasst sowohl intakte Molekule als auch 
Antikorper-Fragmente, wie Fab, F(ab')2 und Fv, die be- 
stimmte Epi top -Determinant en der Polypeptide binden konnen. 
Bei diesen Fragmenten ist die Fd.higkeit des Antikorpers zur 
selektiven Bindiing seines Antigens oder Rezeptors teilweise 
erhalten geblieben, wobei die Fragmente wie folgt definiert 
sind: 

(1) Fab, das Fragment, das ein monovalentes Antigen- 
bindungs fragment eines Antikorper-Molekuls enthalt, 
lasst sich mittels Spaltung eines ganzen Antikorpers 
mit dem Enzym Papain erzeugen, wobei eine intakte 
leichte Kette und ein Teil einer schweren Kette 
erhalten werden; 

(2) das Fab' -Fragment eines Antikdrper-Molekiils lasst sich 
mittels Behandlung eines ganzen Antikorpers mit Pepsin 
iind anschlieSender Reduktion gewinnen, wobei eine 
intakte leichte Kette xind ein Teil der schweren Kette 
erhalten werden; pro Antikdrper-MolekCil werden zwei 
Fab' -Fragmente erhalten; 

(3) F(ab')2/ das Fragment des Antikorpers, das sich mit- 
tels Behandlung eines ganzen Antikorpers mit dem Enzym 
Pepsin ohne anschliefiende Reduktion erhalten lasst; 
F(ab')2 ist ein Dimer von zwei Fab' -Fragmenten, die 
durch zwei Disulf id-Bindungen zusammengehalten werden; 

(4) Fv, definiert als gentechnisch verandertes Fragment, 
das den variablen Bereich der leichten Kette und den 
variablen Bereich der schweren Kette enthSlt und in 
Form von zwei Ketten exprimiert wird; und 
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(5) Einzelketten-Antikorper ("SCA"), definiert als gen- 
technisch veraxidertes Molekul, das den variablen Be- 
reich der leichten Kette und den variablen Bereich der 
schweren Kette enthait, die durch einen geeigneten 
Polypeptid-Linker zu einem genetisch fusionierten 
Einzelketten-Molekul verbunden sind. 

Der in der vorliegenden Erfindung verwendete Begrif f Epitop 
bedeutet eine beliebige Antigen-Determinante auf dem Poly- 
peptide insbesondere AKAP185; Epitop-Determinanten bestehen 
normalerweise aus chemisch aktiven Oberf lachen- 
Gruppieriingen von Molekulen, wie Aminosauren oder Zucker- 
Seitenketten, \ind besitzen normalerweise sowohl spezifische 
Merkmale der dreidimensionalen Struktur als auch spezi- 
fische Ladungsmerkmale . 

Die Erfindiing betrifft auch Vakzine. oder eine pharma- 
zeutische Zusammensetzung, die das Nukleinsauremolekul, den 
Vektor, die Wirtszelle, das Polypeptid \ind/oder das Erken- 
nungsmolekul gegebenenf alls mit einem pharmazeutisch ver- 
traglichen Trager umfassen, Bei dem pharmazeutisch 
akzeptablen Trager handelt es sich um an sich bekannte 
pharmazeutische Hilfs- und/oder Zusatzstof f e . Bei diesen, 
dem Fachmann an sich bekannten Zusatz- und Tragerstof f en, 
kann es sich auch um Liposomen bzw. um in der Gentechnik 
bekannte Strukturen bzw. Losungen und/oder Puf f ergemische 
Oder um andere Substanzen aus dem Bereich der balenik 
handeln. 

Weiterhin betrifft die Erfindung einen Kit, der die 
Nukleinsduren, die Vektoren, die Wirtszelle, das Polypep- 
tid, das Erkennungsmolekul und/oder die pharmazeutische Zu- 
sammensetzung umfasst. Der Kit kann z. B. als Diagnosekit 
Oder als Detektionskit verwendet werden, um insbesondere 
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AKAP- Inhibit oren oder die AKAP-PKA-Interaktion zu detek- 
tieren. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Detektion 
einer AKAP-PKA-Interaktion umfassend die Schritte 

a) Bereitstell\ing eines ersten Vektors, insbesondere eines 
Plasmids, umfassend ein erf indungsgemaSes Nukleins&ure- 
molekul kodierend (i) ein AKAP, insbesondere ein 
AKAP18S, und (ii) einen ersten Marker, insbesondere ein 
f luoreszierendes Protein, 

b) Bereitstellung eines zweiten Vektors, insbesondere 
eines Plasmids, umfassend ein zweites Nukleinsauf e- 
molekul kodierend (i) eine regulatorische Untereinlxeit 
einer Proteinkinase, bevorzugt Rllot, RIip, RIa oder Rip, 
txnd (ii) einen zweiten Marker, insbesondere ein 
f luor e s z ier ende s P rot e in , 

c) Einfuhren des ersten und zweiten Vektors in eine Zelle, 
wobei die Zelle transfiziert wird, und 

d) Durchfiihren einer Fluoreszenzresonanzenergietransf er- 
(FRET) -Messxing, wobei die AKAP-PKA-Interaktion detek- 
tiert wird. 

Mit dem erf indungsgemaSen Verfahren ist es uberraschender- 
weise moglich, die AKAP-PKA-Interaktion, bevorzugt eine 
AKAP18-PKA-, besonders bevorzugt eine AKAP185-PKA-Inter- 
aktion, in einer lebenden Zelle zu visualisieren und somit 
den AKAP- PKA-Komp lex einem zellularen Kompartiment zu- 
zuordnen . 

In einem ersten Schritt des erf indungsgemaSen Verfahrens 
werden zwei Vektoren bzw. Plasmide bereitgestellt , wobei 
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z. B. das erste Plasmid das erf indungsgemafie NukleinsSure- 
molekul, welches fur AKAP185 kodiert, xind mindestens ein 
weiteres Nukleinsauremolekxil umfasst, das fxir einen Marker, 
vorzugsweise fur ein f luoreszierendes Protein kodiert. Das 
zweite Plasmid umfasst ebenfalls mindestens zwei Nuklein- 
sSuremolekule,. wobei ein erstes NukleinsSuremolekul die 
regulatorische Untereinheit einer Proteinkinase, vorzugs- 
weise Rlla, kodiert und ein weiteres Nukleinsduremolekul 
einen zweiten Marker, insbesondere ein zweites fluores- 
zierendes Fluoreszenzprotein, kodiert. Das erste und das 
zweite f luoreszierende Protein konnen hierbei insbesondere 
so ausgewahlt werden, dass sie bei einer ausreichenden 
raumlichen Nahe zueinander zu einem Fluoreszenzresonanz- 
energietransfer (FRET) befahigt sind. DemgemaS kann es sich 
bei dem ersten f luoreszierenden Protein beispielsweise um 
das Cyan-fluoreszierende Protein (CFP) und bei dem zweiten 
f luoreszierenden Protein iim das Yellow- f luoreszierende 
Protein (YPP) handeln. Dem Fachmann ist selbstverstSndlich 
bekannt, dass er vielfaltige Molekaie verwenden kann, um 
eine messbare Interaktion zwischen Fluoreszenzmarkern wie 
z. B- einen Fluoreszenzresonanzenergietransf er zu ermogli- 
chen Oder einen bestehenden Fluoreszenzresonanzenergie- 
transfer so zu modif izieren, beispielsweise zu inhibieren, 
dass eine Detektion einer Wechselwirkxing von mindestens 
zwei Markermolekulen, insbesondere Fluoreszenzmarkern, mog- 
lich ist. Hierzu ist es . erforderlich, dass der erste und 
zweite Vektor, die insbesondere Plasmide sind, mindestens 
eine Struktur aufweisen, die messbar als Markierung detek- 
tiert werden kann, Der Begriff Marker oder Markierung 
betrifft im Sinne der Erfindung alle Strukturen oder 
Verfahren, die zur Erzeugung eines nachweisbaren, vorzugs- 
weise quantif izierbaren Signals verwendet werden konnen, 
und die insbesondere an eine Nukleinsaure oder ein Protein 
bzw.- ein Fragment hiervon gebiinden oder wirkverbindbar 
sind. Die Marker oder die Markierxmgen konnen insbesondere 
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mittels Fluoreszenz nachwelsbare Signale erzeugen, im 
Zusainmenhang mit der erf indimgsgemaSen Lehre wird die 
Wechselwirkxing bzw. eine Modif ikation der Wechselwirkung 
- z. B. als Inhibiemng - bevorzugt in Form, einer 
FRET-Messung detektiert. Selbstverstandlich ist es auch 
moglich, mit Hilfe von Radioaktivitat , Kolorimetrie , Gravi- 
metrie, R6nt:genbeug\mg oder -absorption, Magnetismus Oder 
enzymatischer Aktivitat Signale zu erzeugen, die isoliert 
gemessen oder im Zusammenhang mit einer Fluoreszenz bzw. 
einem Fluoreszenzresonanzergietransf ervorgang Signale er- 
zeugen, ixihibieren oder modif izieren, so dass eine Inter- 
aktion von mindestens zwei biologischen Komponenten, 
vorzugsweise von zwei Proteinen, besonders bevorzugt 
zwischen einer Proteinkinase, bevorzugt PKA, und einem 
Proteinkinase A-Ankerprotein, bevorzugt AKAP185, nach- 
gewiesen werden kann. Eine Sonde im Sinne der Erfindung ist 
z. B. eine Nukleinsaure oder Aminosaureseguenz, die an 
einem oder beiden Enden oder intern mindestens eine 
Markierung aufweist, wobei die Markierung bevorzugt ein zur 
Fluoreszenz befahigter Farbstoff oder Marker oder ein die 
Fluoreszenz \interdruckender Farbstoff oder Marker ist. Eine 
Sonde im Sinne der Erfindung kann daher aber auch eine 
Nukleinsaure- oder Aminosaureseguenz sein, die mindestens 
eiiie Markienmg aufweist, die in der Lage ist, ein nach- 
weisbares Signal zu modif izieren, insbesondere zu inhi- 
bieren. Eine solche Sonde kann beispielsweise eine 
Quencherstruktur sein, die die Fluoreszenz beispielsweise 
eines Markers oder Farbstoff s, z. B. eines Reporter- 
farbstoffs, im Zusammenhang mit einer Interaktion zwischen 
zwei Molekulen so beeinflusst, dass eine messbare Signal - 
&aderung erzeugt werden kann. So kann beispielsweise diese 
Quencherstruktur so ausgebildet sein, dass durch die 
Wechselwirkung mit einem Pluoreszenzf arbstof f kein Fluores- 
zenzsignal oder ah&r kein Energietransf ersignal detektier- 
bar ist, wenn die zur Fluoreszenz befahigte Struktur und 
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die zur Quenchung befahigte Struktur die hierfur erfor- 
derliche raumliche Nahe, beispielsweise bei einer Inter- 
aktion von Proteinase A-Ankerproteinen und Proteinkinasen 
aufweisen; in einem solchen System wSre ein Fluoreszenz- 
signal bzw. ein nicht-modif iziertes Fluoreszenz signal so 
lange detektierbar, wie es zu einer Interaktion zwischen 
den markierten Stnikturen konunt. Die Begriffe Quenching, 
Fluoreszenzresonanzenergietransf ersignal oder einfach 
Fluoreszenz betreffen demgemalS Strukturen und Verfaliren, 
durch die, falls ein f luoreszierendes und ein anderes 
fluoreszierendes bzw. ein quenchendes Molekill raumlich nahe 
benachbart liegen, bei einer Anregung eines dieser Molekule 
ein wesentlicher Teil der Energie des angeregten Zustandes 
ohne Strahlung auf den Quencher ubertragen wird oder mit 
einer messbaren Strahlung an das System abgegeben wird. Auf 
den Quencher ubertragene Energie kann beispielsweise ohne 
Strahlung verloren gehen oder in einer anderen Emissions- 
wellenlange als die des f luoreszierenden Molekuls emittiert 
werden. Das heiSt, die Wechselwirkung zwischen zwei Pro- 
teinen oder den sie kodierenden Nukleinsauren, insbesondere 
solchen, die mit der Proteinkinase A und dem Proteinkinase 
A-Ankerprotein assoziiert sind, kann entweder durch eine 
emittierende Strahlung oder aber durch die strahlungslose 
Ubertragung der Energie auf einen Quencher detektiert 
werden . 

Eine praktische Anleitung fur die Auswahl geeigneter 
Fluoreszenz -Quencher-Paare fur bestimmte Sonden ist in der 
Literatur verfiigbar und in den nachstehenden Referenzen 
beispielhaft dargestellt: Pesce et al., Hrsg., Fluorescence 
Spectroscopy (Marcel Dekker, New York, 1971), White et al . , 
Fluorescence Analysis: A Practical Approach (Marcel Dekker, 
New York, 1970) . Die Literatur enthalt auch Referenzen, die 
ausfuhrliche Listen von f luoreszenten und chromogenen Mole- 
kulen uind deren relevante optische Eigenschaf ten fur die 
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Auswahl von Fluoreszenz -Quencher- Paaren bereitstellen; vgl . 
z.B. Berlman, Handbook of Fluorescence Spectra of Aromatic 
Molecules, 2. Auflage (Academic Press, New York, 1971), 
Griffiths, Colour and Constitution of Organic Molecules 
(Academic Press, New York, 1976), Bishop, Hrsg. , Indicators 
(Pergamon Press, Oxford, 1972) , Haugland, Handbook of 
Fluorescent Probes and Research Chemicals (Molecular 
Probes, Eugene, 1992) • Femer findet sich in der Literatur 
eine ausfflhrliche Anleitung fur die Derivatisierung von 
Fluoreszenz- und Quencher-Molektllen fxlr die kovalente 
Bindting uber gewdhnliche reaktive Gruppen, die an ein Oli- 
gonukleotid angefugt werden konnen; vgl. OS-PS 3,996,345, 
US-PS 4,351,760. 

Beispielhaf te Fluoreszenz -Quencher- Paare konnen aus 
Xanthen-Farbstof f en, einschlieiSlich Fluoresceinen und 
Rhodamin-Farbstof f en ausgewahlt werden. Viele geeignete 
Formen dieser Verbindungen sind koramerziell erhaltlich und 
enthalten Substituenten auf ihren Phenylgruppen, die als 
Bindestelle oder als Bindefunktionalit&t fUr die Bindung an 
ein Oligoniikleotid verwendet werden konnen. Eine weitere 
Gruppe von f luoreszenten Verbindungen sind Naphthylamine 
mit eirier Aminogruppe in der alpha- oder beta-Position. 
Diese Naphthylamino-Verbindugen umfassen 1-Dimethylamino- 
naphthyl - 5 - sulf onat , 1-Anilino- 8 -naphthalensulf onat und 
2-p-Toluidinyl-6-naphthalensulf onat . Andere Farbstof f e um- 
fassen 3-Phenyl-7-isocyanatocoumarin, Acridine wie 
9-Isothiocyanatoacridin-Orange, N- (p- (2-Benzoxyzolyl) - 

phenyl) -maleimid, Benzoxydiazole, Stilbene, Pyrene. Bevor- 
zugte Fluorophore sind weiterhin SYBR Green, Hex, TET, VIC, 
JOE, NED, Redmond Red, Alexa Red, Cascade Blue, Yakima 
Yellow, Cy3, Cy3.5, Tamra/Cy3, Texas Red, ROX, CyS, CyS.S, 
Carboxyrhodamine , LC705 und/oder LC640. Als Quencher konnen 
beispielsweise weiterhin eingesetzt werden Tamra, Rhodamin, 
BHQl bis BHQ3, Dansyl, Dabcyl, ElleQuencher und/oder 
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Methylorange . Bevorzugt Icaiin auch eine Konjugation der 
Nukleinsaureproben mit Minor Grove Binder (MGB) sein. 
Derartige Strukturen sind beispielsweise in Kutyavin et 
al., 2000, Nucleic Acids Research beschrieben tind sind in 
den Of fenbarungsgehalt der Erfindung mit auf genommen . 

Erf indungsgemafi kann man zwei Art en von Quencherprozessen 
Oder Prozessen, die eine Fluoreszenzstrahliing modif izieren, 
Tinterscheiden, einmal . die dynamische Fluoreszenzloschiing 
durch Kollisionsprozesse und die statische Pluoreszenz- 
loschung durch Komplexbildung zwischen dem Fluorophor, das 
heist dem Marker oder der Sonde und den Quencher- oder 
Loscher-Molekulen des Sonden-Quenchers . Das Quenching fuhrt 
demgemafi zu einer Erniedrigung der Quantenausbeute, die 
durch Fluoreszenzanregung der markierten Sonde detektiert 
werden kann. Es ist aber beispielsweise auch moglich, dass 
die Sonden bei einer sehr hohen Konzentration, beispiels- 
weise auf einem bestimmten Nukleinsaureabschnitt , zum so 
genannten Selbstq[uenching neigen, das heiSt, dass die 
einzelnen Molekule in ihrer Bewegung so gestort werden, 
dass ebenfalls ein Quenchingef f ekt - bedingt durch die hohe 
Sondendichte - auftritt. 

Denn im Sinne der Erfindung kaxm z. B. ein separat gene- 
riertes Fluoreszenzsignal , ein Fluoreszenzresonanzenergie- 
transfer (FRET) -Signal als auch ein "gequenchtes" Signal 
dazu dienen, eine AKAP-PKA zu detektieren, bevorzugt ist 
ein FRET-Signal. Das FRET-Signal wird insbesondere durch 
die Verwendung der Fluoreszenzstof f e CFP und YFP gewonnen. 

Mit den beiden bereitgestellten Plasmiden wird eine Zelle 
transf iziert . Die Transfektion in Sinne der Erfindung kann 
uber chemische, physikalische und/oder biologische Trans- 
fektionsmethoden vorgenommen werden. Die chemische Trsuis- 
fektion kann beispielsweise durch den Einsatz von 
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DEAE-Dextran, durch Dendrimere oder durch die Verwendiing 
von Calcixjmphosphat vorgenominen werden. Bei der physi- 
kalischen Transfektion ist es beispielsweise moglich, mit 
Hilfe der Elektroporation die Membranen der Zellen so zu 
modif izieren, dass sie die zu transf izierende Plasmid-DNA 
aufnehmen. Eine weitere Methode der physikalischen Trans- 
fektion ist beispielsweise die Mikroinjektion Oder die 
Einschleusung von DNA durch Beschuss mit beispielsweise 
Goldpartikeln- Methoden der biologischen Transfektion sind 
beispielsweise die rezeptorvermittelte Transfektion, die 
durch. virale Komponenten Tonterstutzte rezeptorvennittelte 
Transfektion und die Lipofektion. Dem Fachmann sind ver- 
schiedene Methoden zur Transfektion bekannt . Die Zellen, an 
denen die Transfektion vorgenonunen werden kann, konnen 
prokaryotische oder eukaryotische Zellen sein, beispiels- 
weise Bakterien-, Hefe-, Insekten-, Pflanzen- oder Sauger- 
zellen oder aber auch Organismen wie transgene Tiere oder 
Pflanzen. In den eukaryotischen Systemen sind die Sauger- 
zelllinien NSO, SP2/0, CHO-Kl, CHO dhfr-, COS-1, COS-7, 
K562, Percy 6 Oder bevorzugt HEK2 93 -Zellen bevorzugt 
CD8-Zellen, LCCPKl , HeLazellen, MDCK2 -Zellen, MCF7 , 
Fibroblasten, MCF7, NIH3T3. 

Nachdem die Zellen mit beiden Plasmiden unter den dem Fach- 
mann bekannten Bedingungen kotransf iziert wurden, werden 
die beiden Fusionsproteine aus AKAP und erstem f lucres - 
zierenden Protein und aus der regulatorischen Untereinheit 
einer Proteinkinase und dem zweiten f luoreszierenden 
Protein exprimiert . Sofern die exprimierten Fusionsproteine 
interagieren, kann dies auf Grund der Wechselwirkung der 
f luoreszierenden Proteine mit der Fluoreszenzresonanz- 
energietransfer-Technik, insbesondere in lebenden Orgauiis- 
men, wie in Zellen detektiert werden. Die Fluoreszenz- 
resonanzenergietrahsfer-Technik beruht auf einem Energie- 
transfer des ersten f luoreszierenden Proteins zu dem 
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zweiten f luoreszierqnden Protein, der jedoch nur daim 
zustcinde kommt, wenn slch beide Fusionsproteine in xinmit- 
telbarer NShe zueinander befinden. Die Fusionsproteine er- 
reichen diese Nahe insbesondere dann, wenn das AKAP- Protein 
direkt an die regulatorische Untereinheit der Proteinkinase 
bindet . In diesem Fall kann ein Fluoreszenzresonanzenergie- 
transfer nachgewiesen werden. 

Das System kann auch fiir die Identif ikation von Substanzen 
genutzt werden, die die Interaktion zwischen AKAP und 
regulatorischen Untereinheiten, bevorzugt Rlla, aber auch 
RIIp, RIa und p der PKA^ inhibieren. 

Durch die Bereitstellung des erf indungsgemaSen Verfahrens 
kann der Fachmann das Verfahren beliebig modif izieren, 
Insbesondere ist es moglich, zu uberprufen, ob bestiirante 
Molekule die Wechselwirkung von AKAP und PKA, insbesondere 
AKAP185 und Rlla, beeinf lussen. Hierzu kann das erfindungs- 
gemaSe Verfahren beispielsweise einmal in Gegenwart vind 
einmal ohne das zu untersuchende Molekul durchgefuhrt wer- 
den, wobei der Vergleich des mit dem und ohne das zu xmter- 
suchende Molekfil durchgefuhrt en Verfahrens einen Hinweis 
auf den Inhibitionscharakter des Molekuls gibt. Sofem 
z. B. kein FRET-Signal in Gegenwart des Molekuls gemessen 
wird, ist dies ein Hinweis darauf, dass das Molekiil die 
Wechselwirkung zwischen AKAP \ind PKA inhibiert • . 

Dem Fachmann ist bekannt, durch welche Kontrollversuche er 
ausschlieSen kann, dass das Molekul den FRET selbst unter- 
druckt; weiterhin ist ihm bekannt, wie er detektieren kann, 
ob das Molekul AKAP, PKA-Untereinheiten oder deren spe- 
zielle Wechselwirkung beeinf lusst, vorzugsweise inhibiert. 

Die Identif izierung spezifischer AKAP-Inhibitoren hat ein 
groSes therapeutisches Potential. AKAP- PKA- Interaktionen 
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spielen bel verschiedenen exozytotlschen Prozessen elne 
Rolle, deren Fehlregulation zur Entstehung von Krankheiten 
wie Diabetes insipidus. Diabetes mellitus, Bluthochdruck, 
Magenulzera Oder Schilddriisenerkrankungen fiihrt. Bei der 
Herzinsuf f izienz konunt es zu einer PKA-vermittelten Hyper- 
phosphorylierung eines lonenkanals, des Ryanodinrezeptors 
(Calciumkanal) • Substanzen, die bestiinmte AKAP spezif isch 
inhibieren, konnten als Pharmaka bei diesen Erkrankungen 
eingesetzt werden. 

Das Verfahren ist auSerdem geeignet, die Membranpermeabili- 
tat von Peptiden zu erfassen. Bislang gibt es keine M6g~ 
lichkeit einen Membrantransf er von Peptiden direkt nach- 
zuweisen bzw. zu quantif izieren* Dies kann insbesondere 
erreicht werden, indem ein Konjugat aus dem zu unter- 
suchenden Molekxll, insbesondere ein Peptid und S-Ht31 bzw. 
ein Gemisch mit dem Peptid Ht31 hergestellt wird. Es ist 
jedoch jede RII-Bindungsdomane jedes AKAPs moglich. 

In einer besonderen Aus fiihrtings form der Erfindvmg wird die 
Zelle mit einem merabranpermeablem Peptid in Kontakt ge- 
bracht* Hierbei ist es beispielsweise moglich, dass die 
Fluoreszenzresonanzenergietransf er~Messung einmal ohne Zu- 
gabe des membranpermeablen Peptids und einmal mit Zugabe 
des membranpermeablen Peptids durchgefuhrt wird, wodurch 
detektiert werden kann, ob das membranpermeable Peptid die 
AKAP- PKA-Interakt ion modifiziert, insbesondere unterbindet. 
Eine kontinuierliche Abnahme des Fluoreszenzresonanz- 
energietransf er-Signals wahrend der Messung bedeutet bei- 
spielsweise eine Inhibition der Interaktion zwischen AKAP 
xind der regulatorischen Untereinheit der Proteinkinase in 
Gegenwart des membrsuipermeablen Peptids. Es ist weiterhin 
auch mSglich, bekannte membranpermeable Peptide einzu- 
setzen, die die Interaktion zwischen AKAP und PKA inhi- 
bieren, wobei bei den membranpermeablen Peptiden bestimmte 
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Modif ikationen, wie beispielsweise Aminosauredeletionen 
Oder Siibstitutionen, untersucht werden, um einen Hinweis zu 
erhalten, welche Aihinosauren. in einem membranpermeablen 
Peptid essentiell sind, um die AKAP-PKA-Interaktion zu 
unterdrucken bzw. zu fordern. 

Das Neue des erf indungsgem^en Verfahrens besteht in der 
Visualisierung der AKAP-PKA-Interaktion in einer lebenden 
Zelle und in der Moglichkeit, den AKAP-PKA-Komplex einem 
zellularen Konpartiment zuzuordnen. 

Das Verfahren ist jedoch sehr viel breiter verwendbar. Es 
ermoglicht ein Hochdurchsatzverf ahren zur Identif ikation 
und quant i tat iven Analyse von Substanzen, die die 
AKAP-PKA-Interaktion beeinf lussen. Daruber hinaus kann die 
Membrangangigkeit von Peptiden bestimmt werden. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der erfindungs- 
gemaSen Nukleinsaure, des Vektors, der Wirtszelle, des 
Polypeptids, des Erkennungsmolekuls , der pharmazeutischen 
Zusammensetz\ing, des Kits und/oder des erfindungsgem&Een 
Verfahrens zur Detektion einer AKAP-PKA-Interaktion, einer 
AKAP- und/oder PKA- Inhibition und/oder eines membran- 
permeablen Peptids. Durch die Bereitstellung der genannten 
erf indvingsgemalSen Strukturen und Verfahren hat der Fachmann 
die Mdglichkeit, diese in zahlreichen Bereichen der Grxind- 
lagenforschung und Klinik einzusetzen. Es kann bei- 
spielsweise gepruft werden, ob ein Molekul ein AKAP- oder 
PKA- Inhibitor ist. Weiterhin kann gepruft werden, ob ein 
Molekul die Wechselwirkiing von AKAP und PKA modifiziert. 
Weiterhin kann detektiert werden, ob ein Molekul, ins- 
besondere ein Peptid, membranp.ermeabel ist. 
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Im Folgenden soil die Erf indung anhand von Beispielen nd.her 
erlautert werden, ohne auf diese Beisplele beschr&nkt zu 
sein. 

Beispiele 

Es wurde zixnachst die cDNA einer neuen SpleiSvariante des 
Proteinkinase A-Ankerproteins (AKAP) AKAP18 identif iziert 
uxid isoliert (Fig. 1) • Diese Variante wird als AKAP185 
bezeichnet. Die AKAP185-CDNA wurde in den konmierziell 
erhaltlichen Vektor pECFP (BD Biosciences, Clontech 
Heidelberg) kloniert . Die cDNA der regulatorischen Unter- 
einheit Rlla der hiimanen Proteinkinase A, die von Prof. Dr. 
K. Tasken (Universitat Oslo) zur Verfugung gestellt wurde, 
wurde in den koiranerziell erhaltlichen Vektor pEYFP (BD 
Biosciences, (Clontech, Heidelberg) kloniert. Eiikaryotische 
HEK293-Zellen (GBF, Braunschweig) wurden mit den Plasmiden 
kotransf iziert . 

Die Interaktion der exprimierten Fusionsproteine 
AKAP185-CFP und RIIa-YFP wurde mittels der 
FluoreszenzJiesonanzaiergieTtansf er (FRET) -Technik in den 
HEK293-Zellen gemessen (schematische Darstellung in Pig. 
3) . Die FRET-Signale beruhen auf einem Energietransf er von 
CFP zu YFP, der nur zustande kommt, wenn sich beide Pro- 
teine in unmittelbarer Nahe zueinander befinden {< 10 nM) . 
CFP und YFP erreichen diese Nahe nur, wenn AKAP185 die 
Rlla-Untereinheit direkt bindet . In diesem Fall kann ein 
FRET nachgewiesen werden. Die Spezifitat der Interaktion 
von AKAP185 und Rlla kann dadurch uberpruft werden, dass 
FRET in Gegenwart des membranpermeablen Peptids S-Htil, das 
die Interaktion zwischen dem AKAP xind der Rll-Untereinheit 
verhindert, gemessen wird. Eine kontinuierliche Abnahme des 
FRET- Signals wahrend der Messiing bedeutet eine Inhibition 
der Interaktion zwischen AKAP186 und Rlla. 
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Die Sequenz des Peptids S-Ht31 entspricht der der 
PKA-Bindungsdomane (RII-Bindungsdomane) des AKAP Ht31. Es 
bildet eine amphipathische Helix aus und bindet kompetitiv 
an die regulatorischen PKA-Untereinheiten. Dadurch ver- 
hindert es die Interaktion mit AKAP186. Die Membran- 
permeabilitat erhait das Peptid durch die Koppltmg an einen 
Stearatrest am N-Terminus (Klussmann et al . J. Biol. Chera. 
274, 4934-4938, 1999) . Peptide mit der gleichen Aminosaure- 
sequenz {Ht31) , die keinen Stearatrest tragen und damit 
nicht membranpermeabel sind, verandern das FRET-Signal in 
dem System nicht. Ebenso verandert Stearat -gekoppeltes 
S-Ht31- Peptid, das durch Einfugen von zwei Prolinen, die 
die amphipathische Helix storen, das FRET-Signal nicht. 

Teil der Charakterisierung eines neu identif izierten AKAP 
ist der Nachweis, dass es in vivo als AKAP, das heiSt als 
PKA- Interaktionspartner , f tmgiert . Das erf indungsgemaSe 
Verfahren erlaubt es, die Interaktion von'AKAP185 und den 
Rlla-Untereinheiten der PKA in lebenden Zellen nach- 
zuweisen. Es ist damit dazu geeignet, den Nachweis zu 
erbringen, dass AKAP185 als AKAP in vivo fungiert. 
Gleichzeitig lasst das System Riickschlusse auf die intra- 
zellulare Lokalisation des AKAP186-RIIa-Komplexes zu. 

\ 

AKAP sind eine Familie von uber 50 Proteinen, deren Funk- 
tion bislang nicht durch spezifisch interagierende 
Substanzen manipuliert werden kann. Das Peptid S-Ht31, mit 
dem die Bindung von AKAP185 und Rlla inhibiert wurde 
(s.c), ist bisher die einzige bekannte Substanz, die eine 
AKAP-Punktion beeinflusst. Es inhibiert die 

AKAP- PKA- Interaktion, allerdings entkoppelt es die Bindung 
zwischen jeglichem AKAP und alien recrulatorischen 
PKA-Untereinheiten. Mit diesem entwickelten System sollen 
membranpermeabie Peptide sowie niedermolekulare, nicht- 
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peptidische Substanzen in gezielten Hochdurchsatzunter- 
suchiingen mlttels FRET-Messungen identif iziert werden, die 
die Interaktion ' zwischen AKAP185 und Rlla spezifisch 
inhibieren . 

Herstellimg von Plasmxden, die fur die Fusionsproteine 
AKAP185-CFP und RIIa-YFP kodieren 

Die kodierende Region der von uns identif izierten 
AKAP185-CDNA (Fig. 1; Sequenz AKAP185) wurde mittels der 
Polymerasekettenreaktion (PGR) amplif iziert . Dazu wurden 
forward- Primer (Position in AKAP185: bp 57-76) mit der 
Sequenz 5/ CTC GAG CTC AAG CTT CGA ATT CTG ATG GAG CGC CCC 
GCC GCG GG 3' und reverse- Primer (Position in AKAP185: bp 
1095 - 1118) mit der Sequenz 5' GGC GAC CGG TGG ATC CCG GGC 
CCG GTT GTT ATC ACT GCC ATC GCC 2' , die eine EcoRI- bzw. 
eine BamHI-Restriktionsschnittstelle tragen, eingesetzt . 
Als Polymerase wurde der Advantag-e cDNA polymerase-Mix nach 
Herstellerangaben eingesetzt. Der bendtigte lOx PGR- Puffer 
wurde mit dem Advantag^e cDNA polymerase-M±x. mitgelief ert . 
Die Nukleotide dATP, dGTP, dGTP xind dTTP wurden als 
dNTP-Mix in den PGR-Ansatz pipettiert (Reaktionsansatz 
siehe unten) . 

Die fur Rlla kodierende cDNA wurde mittels PGR aus dem 
Plasmid amplif iziert . Dazu wurden forward- Primer (Position 
in Rlla: bp 190 - 210) mit der Sequenz 5' TCA GAT CTC GAG 
CTC AAG CTT CGA ATT CTG ATG AGC CAC ATC CAG ATC CGG 3' und 
reverse- Primer (Position in Rlla: bp 1382 - 1401) mit der 
Sequenz 5' GAC CGG TGG ATC CCG GGC CTG CCC GAG GTT GCC CAG 
AT 3', die eine Xhol- bzw. eine BamHI -Res trikt ions - 
schnittstelle tragen, eingesetzt. Als Polymerase wurde 
wieder der Advantage cDNA polymerase-Mlx eingesetzt. Ebenso 
wurden der oben bieschriebene lOx PGR- Puffer und der 
dNTP-Mix eingesetzt. 
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Die PCR-Reaktionen zur Amplif ikation von AKAP186 und Rlla 
wurden wie folgt angesetzt: 



DNA .5 ^1 
dNTP-Mix [10 /xM] 1 ^1 

Forward- Primer [10 /iM] 1 /xl 

Reverse -Primer [10 /zM] 1 ^1 

Advantage cDNA polymerase -M±x 
(5 Einheiten//xl) 0,2 fil 

41,8 Ml 

Gesamtvoliunen 50 ^1 



Reaktionsbedingungen : 

1 Zyklus 95 5 min 

30 Zyklen 94 30 sec 

58 ®C, 30 sec 

72 «>C, 2 min 
1 Zyklus 72 «C 10 min 
4 ^C, C30 

Das erhaltene AKAP18 6-cDNA-Amplif ikat (Lange: 1061 bp) 
wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI und BamHI 
behandelt, das erhaltene RIIa-cDNA- Amplif ikat (Lange: 1211 
bp) mit den Restriktionsenzymen Xhol und BamHI • 
AnschlielSend wurden die Ansatze in einem Agarosegel 
aufgetrennt und die AKAP185- bzw. RIIa-Amplif ikate mittels 
der Geneclean-Methode aus dem Gel eluiert. 

Die AKAP185-CDNA wurde in das mit den Restrikzionsenzymen 
EcoRI und BamHI geschnittene Plasmid, das fur das cyan 
Fluoreszierende Protein (CFP) kodiert (pECFP, bd 
Biosciences), einkloniert. Die RIIa-cDNA wurde in das mit 
den Restriktionsenzymen EcoRI und BamHI geschnittene 
Plasmid, das fur das yellow iT.uoreszierende Protein (YFP) 
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kodiert (pEYFP, BD Biosciences), einkloniert . Die 
erhaltenen Plasmide kodieren somit fur die Fusionsproteine 
AKAP186-CFP bzw, RIIa-YFP. Escherichia coli-Bakterien 
(Stamm JM109) warden mit der Plasmid-DNA transf ormiert . Die 
in den Bakterien vennehrte Plasmid-DNA wurde mittels der 
Qiagen-Midi-Plasmidpraparationsmethode entsprechend den 
Herstellerangaben (Qiagen, Hilden) isoliert iind mitt els 
Transfektion in HEK293-Zellen eingefiihrt (s.u.). 

HEK293-Zellen (GBF, Braxinschweig) wurden auf Polylysin- 
beschichteten 30 iran-Deckglaschen in Dulbecco's Minimal 
Eagle Mediiim (DMEM) mit 10 % fotalem Kalberserum (FCS) 
kultiviert, bis eine Konfluenz von 4 0 - 6 0 % erreicht war. 
Die Zellen wurden mittels der Liptof ectamine-Methode (Gibco 
Invitrogen, Karlsriihe) mit den AKAP185-CFP- and RIIa-YFP-- 
Plasmiden (1 - 2 Mg je DNA) transient transf iziert 
(Verhaltnis von AKAP185-CFP- : RIIa-YFP-Plasmid-DNA von 1:4) . 

Fluoreszenzresozxazizexiergietrans£er (FRET) -Messungen 

HEK2 93 -Zellen wurden transient mit den fur RIIa-YFP und 
AKAP185-CFP kodierenden Plasmiden kotransf iziert . 
FRET-Messungen wurden 24 - 48 h nach der Transfektion an 
einem Epif luoreszenzmikroskop (Axiovert 2 00M, Carl Zeiss, 
Jena, Deutschland) durchgef uhrt . Die Daten wurden mittels 
der Openlab 2.25 Software (Improvision, Coventry GB) 
gespeichert. Die Fluoreszenz wurde bei einer Wellenlange 
von 425 fur CFP und 488 nm fur YFP angeregt • Die emittierte 
Fluoreszenz wurde bei Wellenlangen von 480/30 fur CFP und 
535/26 nm fur YFP gemessen. FRET von CFP zu YFP wurde durch 
Anregung von CFP bei einer Wellenlange von 425 nm und der 
Me s sung der Emission von YFP bei einer Wellenlange von 
535/26 nm bestimmt . Die unspezif ische Hintergrund- 
fluoreszenz wurde in einer Region ohne Zellen bestimmt und 
subtrahiert . Da die Einstellungen am Mikroskop unverandert 
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blieben, konnte in alien Experimienten ein Verhaltnis von 
535/480 > 0,6 als positives PRET-Signal bezeichnet werden, 

Bei FRET-Experimenten mtissen f alsch-positive Signale aus- 
geschlossen warden. Diese sind darauf zuruckzufuhren, dass 
bei der Anregung von CFP auch YFP angeregt wird. Des 
Weiteren strahlt die CFP-Emission auch in den Bereich der 
YFP-Emission hinein- Das Kontrollexperimeht zum Nachweis 
richtig-positiver FRET-Signale erfolgt durch ein Akzeptor- 
Ausbleichxxngs-Protokoll (donor recpvery after acceptor 
bleaching) . Das Experiment wurde an einem inversen 
Epif luoreszenzmikroskop (Axiovert 100, Carl Zeiss, Jena, 
Deutschland) durchgef uhrt . Hierbei wird bei einer Anregung 
von 425 nm die Emission, bei 480/30 und 535/26 nm mit einer 
12 bit CCD-Kamera (Imago, TILL- Photonics, Martinsried, 
Deutschland) erf asst. Nach Bestimmung der Basis-Signale 
erfolgt dann eine starke Anregung von YFP bei einer Wellen- 
lange von 488 nm, die zum Verlust des YFP-Emissionssignals 
fuhrt (acceptor bleaching) . Die Emission von CFP, die bei 
einer Wellenlinge von 480/3 0 nm bestimmt wird, steigt 
sofort an, da FRET \interbrochen wird (donor recovery) . In 
diesem System musste YFP durch mehrmalige starke Anregung 
bei einer Wellenlange von 488 nm ausgeblichen werden, da 
die Lichtquelle nicht energiereich genug ist. Das Aus- 
bleichen und damit der Verlust des YFP-Emissionssignals 
geschieht somit stuf enweise . Dadurch steigt die Emission 
von CFP, die bei einer Wellenlange von 480/3 0 nm bestimmt 
wird, kontinuierlich und nicht in einem einzigen Schritt 
an. Der Anstieg der CFP-Emission wird daher uber einen 
Zeitraum von etwa 120 sec nach Beginn der Akzeptor- 
ausbleichung gemessen. 

Um die Spezifitat des FRET weiter zu untersuchen und zu 
testen, ob sich die kotransf izierten HEK293-Zellen dazu 
eignen, membranpermeable Substamzen zu identif izieren, die 
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die Interaktion zwischen RIIa-YFP und AKAP186-CFP modu- 
lieren, wurden die Zellen mit dem menibranpermeablen Peptid 
S-Ht31(100 ^M) inkxibiert, das generell AKAP-RII-Inter- 
aktionen hemmt • Zur . Kontrolle wurden die Zellen mit dem 
Peptid S-Ht31-P, das keinen Einfluss auf die AKAP-RII- 
Interaktion hat (KluiSmann et al . , J. Biol, Chem, 274, 4934- 
4938, 1999) , inkubiert . FRET-Messiingen wurden in Inter- 
vallen von 10 min uber insgesamt 90 min durchgef uhrt . 

Ergebnis 

Zum direkten Nachweis einer Interaktion von AKAP185 und den 
regulatorischen Rlla-Untereinheiten der PKA in vivo wurden 
HEK293 mit Plasmiden kotransf iziert , die fiir AKAP186-CFP 
und RIIa-YFP kodieren. Fig. 2 belegt die Koexpression 
beider Proteine in den gleichen Zellen. Die Expression von 
RIIa-YFP wurde durch Anregung bei 488 nm und Messung der 
emittierten Fluoreszenz bei 535/26 nm nachgewiesen (Fig. 
2A) , die von AKAP185-CFP durch Anregung der Fluoreszenz bei 
425 nm und Messung der emittierten Fluoreszenz bei 480/30 
nm (Fig. 2B) . Beide Fusionsproteine zeigten eine diffuse, 
zytosolische Verteilung. AnschlieSend wurden FRET-Messungen 
an den gleichen Zellen durchgef uhrt . Dazu wird der Donor 
CFP bei einer Wellenlange von 425 nm angeregt • Halt sich 
ein geeigneter Akzeptor in seiner unmittelbaren Nahe auf 
(Abstand < 10 lim) , f lihrt die Anregxing des Donors zu einem 
teilweisen Energietransf er auf den Akzeptor YFP, der dann' 
bei einer Wellenlange von 545 nm fluoresziert (schematische 
Darstellung in Fig. 3) . Demnach wurden zum Nachweis von 
FRET die HEK293 -Zellen (CFP) bei einer Wellenlange von 
425 nm auigeregt und es wurde die Emission von YFiP bei einer 
Wellenlange von 535/26 nm gemessen. Fig. 2C zeigt eine 
ahnliche Verteilung der dargestellten YFP-Emission wie in 
Fig. 2A. Somit hat ein Energietransf er von CFP nach YFP 
stattgefunden. Fig. ID zeigt die farbkodierte Darstellung 
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der berechneten Ratio 535/480 von etwa 1.2 - 1.5 der 
FRET-Signale in diesen Zellen, 

Die Spezifitat der gemessenen FRET-Signale wurde mittels 
des Akzeptor-Ausbleichungs-Protokolls xiberprxift. Fig. 4A 
beschreibt die Kinetik der von YFP und CFP emittierten 
Fluoreszenz. Dargestellt ist das Verhaltnis von F/Fmax in 
Abhangigkeit von der Zeit (Zeit in sec) . Fmax entspricht der 
maximalen Emission von YFP bzw. CFP- Vor der. Akzeptor- 
ausbleichung betragt die F/Fmax von YFP annahernd 1, die 
von CFP etwa 0,92. Die Akzeptorausbleichimg, beginnend nach 
40 sec, fuhrt zu einer starken Abnahme des Emissionssignals 
von YFP. Die F/F^ax fur CFP steigt von etwa 0.91 auf etwa 1 
an. Aus dem Anstieg der CFP- Emission um etwa 10 % ergibt 
sich eine FRET-Ef f izienz von etwa 10 %. Die Regressions- 
analyse (Fig. 4B) bestatigt diese Beobachtung. Diese Daten 
zeigen eine direkte Interaktion von AKAP186 und Rlla. 

Umdie Spezifitat der Interaktion von AKAP185 und Rlla und 
damit des FRET weiter zu untersuchen, aber auch um zu 
testen, ob sich die kotransfizierten HEK293-Zellen dazu 
eignen, membranpermeable Substanzen zu identifizieren, die 
die Interaktion von AKAP185 und Rlla modulieren, wurden 
FRET-Messungen in Gegenwart des membranpermeaJDlen Peptids 
S-Ht31 durchgef uhrt . Dieses Peptid hemmt generell die 
Interaktion zwischen AKAP . und regulatorischen 
PKA-Untereinheiten (Klussmann et al . , J. Biol. Chem. 274, 
4934-4938, 1999; s. schematische Darstellung Fig. 5A und 
B) . Fig. 6A zeigt das farbkodierte FRET-Signal (Verhaltnis 
535/480) von AKAP186 zu Rlla in zwei HEK293-Zellen. Vor der 
Zugabe von S-Ht31 (Zeitpunkt 0 min) betrug die Ratio 
535/480 etwa 1.3. Eine Abnahme des Verhaltnisses 535/480 
(weniger rot) korreliert direkt mit der Abnahme der Inter- 
aktion von CFP Und YFP. Die Zugabe von S-Ht31 (100 fiM, nach 
Zeitpunkt 0) induzierte eine Abnahme des Verhaltnisses 
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535/480 nm um iiber 50 % irmerhalb. von 80 min- Der Mittel^ 
wert des Verh&ltnisses betrug etwa 0.35. Fig. 6B zeigt 
Zellen, die mit dem wirk\ingslosen Kontrollpeptid S-Ht31-P 
inkubiert warden, das keinen Einfluss auf die AKT^-RII- 
Interaktion hat, Hier andert sich das f arbkodie.rte 
FRET- Signal kaiun« Fig. 6C zeigt eine Zusammenfassung der 
erhaltenen Daten aus Fig. 6A imd B. Dargestellt ist die 
VerSnderung des FRET- Signals (in %) in Abhangigkeit von der 
Zeit. Die Graphik zeigt die an den Zellen beobachtete 
Veranderung des FRET-Signals in Gegenwart von S-Ht31 oder 
S-Ht31-P. 

Diese Ergebnisse zeigen, dass HEK2 93 -Zellen, die 
AKAP185-CFP und RIIa-YFP koexprimieren, ein geeignetes 
System zur Identif izierung membranpermeabler Sxibstcinzen 
darstellen, die die Interaktion zwischen diesem AKAP und 
Rlla inhibieren, 

AKAP bindet regulatorische PKA-Untereinheiten iiber ein 
konserviertes Strukturmotiv (amphipathische Helix) . Daher 
kann eine Interaktion jedes AKAP mit einer regulatorischen 
PKA-Untereinheit in diesem System mittels FRET bestimmt 
werden. Diese Mdglichkeit bedeutet, dass das System fur die 
Suche nach spezif ischen, membranpermeablen Inhibitoren fur 
jede AKAP- PKA- Interaktion nutzbar ist. 

Die unterschiedliche Primarstruktur von AKAP185 und AKAPlSy 
fuhrt zu ihrer unterschiedlichen subzellularen und 
gewebespezif ischen Verteilung und ist fur ihre 
unterschiedlichen Funktionen verantwortlich. So kommt 
beispielsweise AKAPlSy im Kern von Maus-Oozyten vor und 
spielt mdglicherweise bei der Gentranskription eine Rolle 
(Brown et al., 2003). Daruber hinaus wurde AKAPlSy in den 
zytosol ischen \irid partikularen Fraktionen von nicht n^her 
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identif izierten Nierenzellen der Ratte gefxinden. Die 
Identif izierxing des/der Zelltyps/Zelltypen war bei den 
Experiment en nicht rndglich, da Homogenate von gesamten 
Nieren verwendet warden. Nach einer Ultrazentrifugation der 
Homogenate wurden tJberstande imd Sediment e- als zytosolische 
bzw. partikulare Fraktionen bezeichnet; so beispielsweise 
von Trotter et al, (1999) . Durch die Erfinder der 
anmeldungsgemaSen Lehre konnte gezeigt werden, dass AKAPlSy 
sowohl im Zytosol als auch im Kern von Hauptzellen der 
renalen Sammelrohre der Ratten vorkommt. In den Hauptzellen 
reguliert das antidiuretische Hormon Arginin-Vasopressin 
(AVP) die Wasserruckresorption durch Umverteilimg des 
Wasserkanals Aquaporin-2 (AQP2) aus intrazellularen 
Vesikeln in die dem Urin zugewandte Seite der Plasmamembran 
(Klussmann et al . , 2000). Die Funktion von AKAPlBy in den 
Hauptzellen ist unbekannt. AKAP185 ist wie AKAPlBy im 
Zytosol und im Kern renaler Hauptzellen lokalisiert, aber 
im Gegensatz zu AKAPlBy kolokalisiert es mit AQP2 an 
intrazellularen Vesikeln (Fig. 7) . Die Vesikel enthalten 
auch regulatorischen RIip -PKA-Untereinheiten aber keine 
Proteine, die typischerweise bzw. ausschlie&lich an anderen 
Zellorganellen vorkommen (Fig. 7). AKAP185 kann daher PKA 
an den Vesikeln verankert, eine Funktion die das bekannte 
AKAPlSy nicht erfullen ksmn- Weiterhin konnte eine direkte 
Beteiligung des erf indungsgemaSen AKAP185 an der 
Vasopressin-vermittelten Wasserruckresorption in den 
renalen Hauptzellen beispielsweise durch FRET- Experiment e 
gezeigt werden. Als Modellsystem dienten hierbei CDB-Zellen 
(Valenti et al . , 1996). Hierbei handelt es sich urn eine 
permanent e Zellinie aus Kaninchennieren, die stabil das 
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AQP2 der Ratte exprimiert. Die Stimulation der Zellen mit 
Forskolin (direkter Aktivator der Adenylylzyklase, 
Dberspringen der Vasopressinrezeptoraktivier\ing) fiihrt 
analog der Stimulation nativer Hauptzellen durch 
Vasopressin zu einer Translokation von AQP2 in die apikale 
Plamamembran: Wie waiter unten ausgefuhrt, warden die CD8- 
Zellen mit den erf indiingsgemaBen AKAP185 CFP- und Rlla YFP- 
Konstrukten kotransf iziert . Die Stimulation der Zellen mit 
Forskolin induzierte nicht nur die Translokation von AQP2 
in die apikale Plasmamembran sondem auch die Dissoziation 
des AKAPs und der PKA (Fig. 8) . Der molekulare Mechanismus 
der Dissoziation beruht mdglicherweise auf einer 
Phosphorylierung einer PKA- 

Konsensusphosphorylierungssequenz in der PKA- Bind\ingss telle 
des AKAPs. Diese Phosphorylierung verhindert dann aufgrund 
elektrostatischer Abstofiung die Bindung der PKA an AKAP18S. 

Neben diesen allgemeinen Unterschieden der Struktur xuid 
Funktion zwischen der bekannten und der . neuen 
SpleiSvariante konnten auch deutlich organspezif ische 
Unterschiede gezeigt werden. Im Gegensatz zu der bekannten 
SpleiSvariante verankert AKAP185 die PKA an Ca^*-Kanalen 
und -Rezeptoren in Herzmuskelzellen 

Die Herzmuskelkontraktion wird durch die Erhdhung des 
zytosolischen Ca^* in Herzmuskelzellen hervorgeruf en 
(Berridge et al., 2003; Fig. 9). Das Ca^* gelangt durch L- 
Typ-Ca^^-Kanale von aufien in die Zellen nachdem ein 
Aktionspotential die Zellen erreicht hat und die Offnung 
der in der Plamamembran lokalisierten Kandle bewirkt hat. 
Das einstromende Ca^* bindet an Ryanodin R2 -Rezeptoren 
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(RyR2) des sarkoplamatischen Retikulums (SR) , aktiviert sie 
und induziert den Efflux von Ca^* aus dem SR durch RyR2 in 
das Zytosol. Das zytosolische Ca^* verursacht iiber mehrere 
Zwischenschritte die Kontraktibn des Zytoskeletts und damit 
der Herzmuskelzelle . Die Ca^*-ATPase SERCA2a ist durch das 
Zuruckpumpen des Ca}^ aus dem Zytosol in das SR wesentlich 
an der Beendigung der Kontraktion beteiligt- SERCA2a wird 
durch die Bindung des Proteins Phospholamban (PLN) 
inhibiert. Mit dem Anstieg des zytosolischen Ca^"*^ wird die 
Inhibition durch Dissoziation des PLN von SERCA2a 
auf gehoben . 

Die Starke der Herzmuskelzellkontraktion und damit die 
StSrke der Kontraktion des gesamten Herzmuskels wird durch 
die Menge des Ca^* im Zytosol moduliert. Ein 
physiologischer Modulator der Ca^*-Menge in den 
Herzmuskelzellen ist z.B. Adrenalin, das an P-Rezeptoren 
auf der Oberf ISche von Herzmuskelzellen bindet . Der Bindxmg 
an diese Rezeptoren folgt die Aktivierxmg der PKA, die L- 
Typ Ca^^-Kanale, RyR2, PLN und das Zytoskelettprotein 
Troponin C phosphoryliert . Die Phosphorylierung von L-Typ 
Ca^^-Kanalen und RyR2 verstarkt ihre Ca^'*"-Leitf ahigkeit iind 
erhoht somit die zytosolische Ca^*-Konzentration. 
Phosphoyliertes Troponin C erhoht die Kontraktilitat des 
Zytoskeletts, Die Phosphorylierung von PLB bewirkt seine 
Dissoziation von SERCA2a und dadurch einen verstarkten 
Rxicktransport des Ca^* aus dem Zytosol in das SR. Dadurch 
steht fur die nachste Herzmuskelkontraktion vermehrt Ca^* 
zum Einstrom in das Zytosol zur Verfugiing* Die sog. 
p-Blocker, die z.B. zur Therapie des Bluthochdrucks 
eingesetzt .werden, verhindem diese 
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Phosphorylierungseignisse durch Blockade der p-Rezeptoren 
und senken somit die Herzkontraktilitat xind die 
Herzschlagf requenz • 

So konnte in erf indungsgemaSen Western Blot-Untersuchungen 
gezeigt werden, dass AKAP185 im Herzen exprimiert wird, 
AKAPlSy hingegen nicht. So zeigen 

immimfluoreszenzmikroskopische Untersuchtingen (Fig. 10). mit 
einem anti-AKAPlSS-Antikorper eine Kolokalisation von 
AKAP185 mit RyR2, SERCA2a xind PLN. Des Weiteren 
kolokalisiert AKAP185 mit den regulatorischen Rlla- und 
p-Untereinheiten der PKA in den Herzzellen. Es konnte 
demgemaS gezeigt vrerden, dass AKAP186 die PKA in raumlicher 
Nahe zu RyR2 , SERCA2a und PLN verankert und deren 
Phosphorylierung ermoglicht. 

AKAPlSa, das auch als AKAP15 bezeichnet, ist eine weitere 
SpleiSvariante des AKAP18-Gens. Das entsprechende Protein 
besteht aus 81 Aminosauren. Es ermdglicht die 
Phosphorylierung von L-Typ Ca^*-Kanaien im Skelettmuskel 
von Kaninchen durch die Verankerung der PKA am L-Typ 
Ca^^-Kanal (Hulme et al . , 2002). 

Aus dem o. g. kann geschlussf olgert werden, dass AKAP18Y 
\md AKAP185 in ihrer Primarstruktur , in ihrer subzellulSren 
Lokalisation, in der gewebsspezifischen Verteilung und 
ihrer Funktion deutliche Unterschiede aufweisen. 
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Fig. 7, AQP2, PKA xand AKAP185 und/oder ein 55 kDa AKAP 
konimen auf den glelchen intrazellularen Vesikeln vor. Die 
ixmere Medulla von Rattennieren wurde homogenisiert: und die 
Nuklei luid Zelldebris durch Zentrifugation entfemt. Der 
resultierende postnukleare Oberstand wurde mit 
af f initatsgereinigten anti-AKAP185 Antikorpern inkubiert , 
die an eine Eupergit ClZ-Methacrylatmatrix gekoppelt 

{AKAP18AB beads) . Nichtgesattigte Bindungsstellen wurden 
durch Inkubation mit Glycin blockiert . Zur Kontrolle wurden 
beads nur mit Glycin beschichtet (glycine beads) . Unsere 
biochemischen Analysen zeigen, dass der anti-AKAP185- 
Antikdrper in der partikularen Fraktion von Hauptzellen 
AKAP185 und ein 55 kDa AKAP erkennt . Der Antikdrper 
detektierte AKAPlSy in der loslichen Fraktion von 
Hauptzellen und in deren Kern. Glykosyliertes (g) und 
nichtglykosyliertes (ng) AQP2, regulatorische RIip PKA- 
Untereinheiten und als Kontrolle Marker fur die 
Plasmamembran (nichtglykosyliertes AQP4, AQP4-ng) , das 
endoplasmatische Retikulum (calnexin) , Mitochondrien 

(cytochrome c oxidase subvinit IV, COX IV) und das 
Zytoskelett (tubulin) wurden mit kommerziell erhaltlichen 
Antikorpern mittels Western blot detektiert. 

Fig. 8. AKAP18S spielt in der Signalkaskade, die zur 
Translokation von AQP2 in die apikale Plasmamembran renaler 
Hauptzellen fuhrt, eine Rolle . A: CD8-Zellen wurden mit 
Plasmiden, die fur RIIa-YFP und AKAPISS-CFP kodieren 
kotransf iziert FRET wurde vor und nach Stimulation der 
Zellen mit Forskolin (100 /xM) gemessen. Hier dargestellt 
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sind zwei representative Zellen, die jewells die zwel 
Fuslonsprotelne koexprlmleren . FRET wurde vor der 
Forskollngabe (0 sec) und 95 imd 600 sec spater (95 sec and 
600 sec) gemessen. Das FRET-Signal (Ratio 535/480 nin) ist 
In Falschfarben kodlert. B: Quantitative Analyse des 
Ef fekts von Forskolln auf das FRET-Slgnal (n = 6 cells) . 
Masstab, 20 urn. 

Fig, 9. Calclumsignale im Herzen (aus Berridge et al • , 
2003) • Lokale Ca^*-Signale sind fur die Kontraktion und 
moglicherweise fur die Gentranskription verantwortllch 
(Ca^'*', rote Kreise) • Ca^*-Signale (Ca^* signalling) beglnnen 
mlt Ihrer Ampllf ikatlon in der Nahe von L-Typ Ca^*-Kanalen 
an den T-Tubull. Als T-Tubull werden Reglonen Im Herzen 
bezelchnet, an denen slch die Plasmazneinbran der Herzzellen 
und die Membran des sarkoplasmatlschen Retikulums (SR) In 
unmlttelbarer Na.he beflnden. Die Depolarlsatlon der 
Plamamembran (T-t\ibule membrane) fuhrt zu elner lokalen, 
pulsatlven Erhdhung des zytosolischen Ca^'*', das daiin zum 
Ryanodln R2-Re2eptor 2 (RyR2) dlffundlert und RyR2 
aktlvlert. Durch RyR2 gelangt dann Ca^* aus dem SR in das 
Zytosol (cytoplasm) und dlffundlert von dort bis es die 
Kontraktion versucht. Die Kontraktion wlrd beendet Indem 
das Ca^"^ durch den Na*/Ca^*-Austauscher (NCX) aus den Zellen 
herausgepumpt wlrd oder durch SERCA in das SR zuruckgepumpt 
wird, Ein Teil des Ca^* wandert uber die Mitochondrien, wo 
es metabolische Vorgange stimuliert, die ATP fur die 
Kontraktion und die Transkription zur Verfugung stellen. Im 
SR gelangt das Ca^* zielgerlchtet zu der an den T-Tubuli 
lokallslerten SR-Membran (tunnelling) und wlrd fur den 
nachsten Herzschiag wleder frelgesetzt. Die Zlrkulatlon des 
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Ca * wird durch second messenger w±e zyklisches AMP (cAMP) 
moduliert. Zyklisches AMP hebt die inhibitorische Wirkung 
von Phospholamban (PLN) auf. Ein anderer second messenger, 
zyklische ADP-Ribose (cADPR) aktivieft SERCA, so dafi eine 
grdSere Menge f reisetzbaren Ca^* im SR vorliegt. 

Fig. 10. Die Lokalisation von AKAP185, Ryanodin R2-Rezeptor 
2 (RyR2), SERCA2a und Phospholamban (PLN), regulatorischen 
Rlla- und P-Untereinheiten der PKA in Her^zellen der Ratte. 
Es wurden 5 /xm-Schnitte aus Rattenherzen hergestellt . 
AKAP185 wurde mit einem von uns herstellten und 
charakterisierten anti-AKAPlsS-Antikdrper (Henn et al., 
Manuskript in Vorbereitung) und Cy3-gekoppelten 
Sekundarantikorpern detektiert. Die gleichzeitige Detektion 
der in der Abbildung genannten Proteine erfolgte mit 
kommerziell erhaltlichen Antikorpern und Cy5-gekoppelten 
Sekundarantikorpern. Die Cy3- und Cy5-Fluoreszenzsignale 
(grun bzw. rot) wurde mit einem Laser scanning Mikroskop 
(LSM 510, Zeiss, Jena) aufgenommen. Die Kolokalisation von 
AKAP185 mit den anderen Protein zeigt sich im 
Dberlagerungsbild (overlay) anhand der Gelbfarbung. 
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Patentanspruche 



1. Isollertes Nukleinsduremolekul ausgewahlt aus der 
Gruppe umfassend 

a) ein Nukleinsauremolekul umfassend eine Nukleotid- 
seguenz nach SEQ ID Nr. 1, 

b) ein Nukleinsauremolekdl umfassend eine Nukleotid- 
seguenz, die eine ausreichende Homologie aufweist, 
um zu einer Nukleotidseguenz gemaS a) 
funkt ions analog zu sein, 

c) ein NukleinsSuremolekiil , das in Folge des geneti- 
schen Codes zu einer N\ikleotidseguenz gemaS a) oder 
b) degeneriert ist und 

d) ein Nukleinsauremolekul gemafi einer Nukleotidseguenz 
nach a) - c) , welches durch Deletionen, Additionen, 
Sub s t i tu t ionen , Tr ansloka t i onen , Inve r s ionen 
und/oder Insertionen modifiziert und funkt ionsanalog 
zu einer Nukleotidseguenz gemafi a) bis c) ist. 

2. Nukleinsauremolekiil gemSfi Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

die unter b) angegebene Nukleotidseguenz mindestens 
80 %, bevorzugt 90 % homolog zu einer der unter a) 
angegebenen Nukleotidseguenz ist . 

3 . Nukleinsauremolekul gemafi Anspruch 1 oder 2 , 
dadurch gekennzeichnet , dass 

es eine genomische DNA, eine cDNA und/oder eine KNA 
ist . 
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4. Vektor lunfassend eln NukleinslLuremolekill gemaE elnem 
der Anspxiiche 1 bis 3 . 

5. Wirtszelle iimfassend den Vektor gemSfi Anspruch 4. 

6. Polypeptide kodiert durch ein Nukleinsauremolekul gemSlS 
einem der Anspriiche 1 bis 3 . 

7. Erkennungsmolekul gerichtet gegen ein Nukleinsaure- 
molekul gemaS einem der Anspruche 1 bis 3, einen Vektor 
gemafi Anspruch 4, eine Wirtszelle gemaS Anspruch 5 
und/oder ein Polypeptid gemaS Anspruch 6. 

8. Erkennungsmolekill nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

es ein Antikorper, ein Ant ikorper fragment und/oder ein 
Antisense-Konstrukt ist, insbesondere ein RNA-Inter- 
f erenzmolekul . 

9. Pharmazeutische Zusammensetzxing, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

sie ein Nukleinsauremolekul gem&fi einem der Anspruche 1 
bis 3, ein Vektor gemaS Anspruch 4, eine Wirtszelle 
gemaS Anspruch 5, ein Polypeptid gemaS Anspruch 6 
und/oder ein Erkennungsmolekill gemaS einem der An- 
spruche 7 Oder 8, gegebenenf alls mit einem pharma- 
zeutisch vertraglichen Trager, umf asst . 

10- Kit, 

dadurch gekennzeichnet , dass 

er ein NukleinsSuremolekCil gemSS einem der Anspruche 1 
bis 3, ein Vektor gemaS Anspruch 4, eine Wirtszelle 
gemaB Anspruch 5, ein Polypeptid gemSS Anspruch 6, ein 
Erkenn\ingsmolekul gemaS einem der Anspruche 7 oder 8, 
gegebenenf alls ..mit einem pharmazeutisch vertraglichen 
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Trager, und/oder die pharmazeulilsche Zusammensetzung 
gem3.fi Anspruch 9 umfasst. 

11. Verfahren zur Detektion elner AKAP-PKA-Interaktion 
lunfassend die Schritte 

a) Bereitstellung eines (i) ersten Vektors lamfassend 
ein erstes Nukleinsauremolekul gemaS einem der 
Anspruche 1-3 und einen ersten Marker und eines 
(ii) zweiten Vektors umfassend ein zweites 
Nukleinsauremolekul kodierend eine regulatorische 
Untereinheit einer Proteinkinase und einen zweiten 
Marker, 

b) EinftZihren des ersten und des zweiten Markers in 
eine Zelle, wobei die Zelle transfiziert wird und 

c) Durchfuhren einer Fluoreszenzresonanzenergie- 
transfer- (FRET) -Messung, wobei die AKAP-PKA-Inter- 
aktion detektiert wird. 

12. Verfahren nach dem vorhergehencjen Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

die Interaktion zwischen AKAP und Rlla, RUP, RIa 
und/oder Rip detektiert wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 11 oder 12, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

ein AKAP und/oder ein PKA- Inhibitor identif iziert wird, 
indem das Verfahren jeweils mit und ohne Zusatz des zu 
untersuchenden Inhibitors durchgefilhrt wird und einen 
Hinweis auf den AKAP- und/oder PKA- Inhibitor gibt. 

14. Verfahren liach einem der Anspruche 11 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
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ein membrcLnpermeables Molekul indent! fiziert wird, 
indem ein.Konjugat aus dem zu imtersuchenden membran- 
permeablen Molekfil iind elnem membranpermeablen 
AKAP-PKA- Inhibitor hergestellt wird xxnd die 
AKAP-PKA-Interaktion mit und ohne Konjugat oder das 
Molekfll detektiert wird. 

15. Verwendimg eines Nukleinsauremolekuls nach einem der 
Anspruche 1 bis 3, eines Vektors nach Anspruch 4, einer 
Wirtszelle nach Anspruch 5, eines Polypeptids nach 
Anspruch 6, eines Erkenn\ingsmolekuls nach Anspruch 7 
Oder 3, einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach 
Anspruch 9, eines Kits nach Anspruch 10 und/oder eines 
Verfahrens nach einem der Anspruche 11 bis 14 zur 
Detektion einer AKAP-PKA-Interaktion Oder eines AKAP- 
und/oder PKA- Inhibitors und/oder eines membreuiperme- 
ablen Pep t ids . 
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Fig. 1 A 
AKAP185 



Aminosauresequenz 



Merpaageidankcdhlsrgeegtgdlets PV 

GSIADLPFi^VDIQDDCGLPDVPQGNVPQGNPKRSKEimGDRl^ 

KAKKDYQPlSrXTLSIPITimCITAGIKVI.QNSIIiRQDN^ 

ITLIiVMQLIiNEDEVNIGTDALIjEIiKPFVEEI^ 

VGFVKIiADC5PH<rSj\TiTiEIABTAKRTFQEKGIIi^ESR^ 

i^MLWKlCGVRKXEPGIiYEQFXDHRFGEEXIiYQXDLCSiyn^lG^ 

ESS IVlGEKDRKEPEDAEiiVRLSKRLVENAVIi]^^ 

GNSVKAEEGDRNGDGSDIOlflREC 

Nukleotidsequenz 

ATGGAGCGCCCCGCCGCGGGAGAAATAGA.TGCCAATAAGTGTQA 

TCATTTATCAAGAGGAGAGGU^AGGGACGGGGGACCT^ 

TAGGTTCTCTGiSCAGACCTGCCGTTTGCTGCCGTAGACATTC^ 

TCTGGACTCCCTGATGTACCTOUVGGAAATGTACCrfCS^A!^^ 

GAGAAGCAAAGAAAATIAGAGGCGACAGGAATGATCACGTGAAG^ 

AGAAGGCCAAGAAAGATTATCAACCC2\ACTATTTCCTGTCCATTCCAATC 

AGCAACAAAAAGATTACAGCTGGAATTAAAGTCTTGCaU^^ 

GAGACAGGATAATCGATTGACCAAAGCCATGGTCGGCGACGGCTCCTT^ 

ACATGACCTTGCTAGTGATGCAGCTATTAAACGAAtS^ 

GGTACCGAOTCGCTTtTGGAACTGAAGCCGTTCGTTGAGG^ 

GGGGAAGCATCTGACTTTGCCCTTCCACGGGATTGGCACTTTCCAAGGTC 

AGGTTGGCTTTGTGAAGCTGGCAGACGQAGATCACGTCAGTGCCCTCCTG 

GAGATAGCAGAGACTGCAAAAAGGACATTTCAGGAAAAAGGCATCCTgGd 

TGGAGAAAGCAGAACTTTTAAGCCTCACCTGACCTTTATGAAGCTG^ 

AAGCACCAATGCTCTGGAAGAAGGGA6TGAGAAAAATAGA 

TATGAGCAATTTATCGACCACyVGATTTGGAGAAGAAATA^ 

AGATCTGTGCTCCMGCTGAAGAAAAAACAGAGCy^TGGTTATTACC^ 

GCGAGTCTTCGATCGTGATCGGTGAGAAGGACCGAAAGGAGCCIX3AGQAT' 

GCTGAACTGGTCAGGCTCAGTAAGAGGCTGGTGGAGAACGCCGTGCTCAA 

GGCTCTCCAGGACTACCTAGAAGAGACACAGAACAAAAAGC^ 

AGGGGAACTCCGTCAAAGCTGAGGAGGGAGATCGGAATGGCGATGGCAGT 

GATAACAACCGG^GTGA 
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Die Ausbleichimg des Akzeptors YFP 
(RIIa-YFP) fiihrt zu einer Zxinahme der vom 
Donor CFP (AKAP188-CFP) emitierten 

Fluoreszenz 
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Fig. 8A 

RIIaYFP AKAP186CFP FRET 
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